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論 文 内 容 要 旨
イムノア ッセイは抗 原抗体 反応を 原理 とす ることか ら,特 異性 に優れ る抗血清 を用い るとき構造
上 の微少差 を も弁 別 し得 る定量法で ある。 しか し,生 体内 には 目的成分 と構 造の近似 す る化合物 が
数 多 く共 存す るため,信 頼 度の高い結果を得 るにはそれ らを弁別 し得 る抗血清 が必要 とされ る。抗
血清 の特異性 を決定 す る因子 と して,キ ャ リアーを結合 させ るステロイ ド核 上の位置,ブ リッジの
長 さ並びにステ ロイ ド分子 の キ ャリアーに対 す る空間的位置が考え られ る。△響一3一 ケ トステ ロ
イ ドは,男 性 ホルモ ン,黄 体 ホルモ ン.副 腎皮質 ホルモ ンな ど生体 内で重要 な生理作用 を示 す もの
が多 く,優 れた抗血清 を得 るのに適 切なハ プテ ンの開発が求あ られてい るもの も少 な くない。
著者 は,キ ャリアーの結 合部位 と して これ らステ ロイ ドに共通す るばか りか立体化学的 に特異 な
4位 に着 目 し,新 規 ハ プテ ンの開発を企てた。 △4-3一ケ トステ ロイ ドの4位 はtrigonalcarbon
で あるたあ,ハ プテ ンはブ リッジを介 しキ ャ リアーに対 して垂直方向 に保持 され,ス テ ロイ ド分子
の α,メ9両側 をよ く認識 した抗体 の産生 が期待 され る。一般 に産生す る抗体 は ブ リッジ部 位近 傍の
認識 が低 い ことか ら.生 体 内で水酸化を受 けない4位 はブ リッジの導入部位 と して有 利で ある。 ま
た,〔1251〕を標識 に用 い るラジオイムノア ッセイ(1251-RIA)並 びに酵素免疫測定法(EIA)
'
では,抗 体 がブ リッジ部位 に も親和性を示す ことか ら免疫 原と標識抗原の組合せ が感 度,特 異性を
決定 す る因子 と して重要 であ る。 したがって,各 種 ブ リッジの導入が可能 な4位 を結合部位 とす る
ことは,よ り感 度に優れ る"bridgeheterologouscombination"によ る ア ッセ イ 系
を開発す る うえに有利 である。 そこで,す で に数多 くのハプテ ンが開発 され てお り,抗 血清の特異
性を相対的 に評価で きるテス トステロ ン並びに化学変換が比較 的困難 な コル チゾールを モデル化合
物 にとりあげ,そ れぞれの 〔C-4〕ハプ テ ンを開発 した。 さらに,ハ プテ ンーたん 白結合体調製法
と してEIAへ の応用 も考え合わせ,N一'hydroxysucciPimideを用い る活 性エ ステル法 の適
用を企て,種 々の ステ ロイ ドカル ボ ン酸のN詔succinimidylesterを合 成 す る と ともに,そ
れ らの ウシ血清 アル ブ ミン(BSA)に 対す る反 応性 を検討 した。最後 にテ ス トステ ロン並 びにコ
ルチ ゾールの 〔C-4〕 ハ ブoテンを用いて抗血清を調製 し,〔3H〕 体 を標識抗原 とす るRIAに
よ りその特異性を吟味 した。
△垂一3一ケ トステ ロイ ドの 〔C-4〕 ハ プテ ンの合成
4位への ブ リッジの導 入 には エポキ シ ドの硫 酸 または チオ ール化合物によ る環 開裂 反応を利用 し,
それぞμ4一 ヒ ドロキ シー△4-3一ケ ト体 ジ4一 チオエーテル体 に変換 した。まずtestQsteron6
(1)にメタノール中アル カ リ性H202を 作 用 させ,得 られ る4,5-epox量de(2}を硫 酸で開裂 し4一
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hydroxy船stosterone(3)に導 い た 。3を 常 法 に 従 いbis(tert一 一butyldimethylsilyl
ether)(4)と した の ち,ア ル カ リ処 理 に よ り4位 保 護 基 を 選 択 的 に 除 去 して5と な し,hemi一 ・
succinoyl.化,脱シ リル 化 を 経 て 目的 とす る4.一he皿isuccinoyloxytestosterone.(7)を得 た 。
ま た,4-hemiglutaroyloxytestosterone(9)も無 水 グ ル タ ル 酸 を 用 い て 同 様 に 製 し た 。 っ い で,
2.にア ル カ リ性 で メ ル カ プ ト酢 酸,β 一 ペ ル カ プ トプ ロ ピオ ン酸 を 作 用 さ せ,4-carboxymet㎏1-
thiotestosterone(10)並び に4一(2-caroxyethylthio)testosterone(11)を合 成 した 。
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Cortisol(12)は,アル カ リ性 で 不 安 定 な 側 鎖 を 毛㊤廿ahydroPr鋤y11(THP)etherとし て 保 護 し た
の ち4,5-epoxide(14)、と し,硫 酸 処 理 に よ り.4-hydroxycortisol.(15)を得 た 。15を21位 の選
択 的 シ リル 化1こ付 し て21-tert-butyldimβthylsilジether(16)に導 き,.hemisロccinoyl化,脱シ
リル 化 を 経 て4-hemi5uccinoyloxycortisol.(1$)を製 し.た。 つ ぎ にtestosterone.の場 合 と 同 様,
14に メ ル ヵ プ ト酢 酸,メ9一 メ ル カ プ トプ ロ ピ・オ ン酸 を 作 用 さ せ,脱THP化 し.τ4-carboxyr.一
methylthiocort1sol(19),4「(2-carboxyethyl恥io)cortisoi(20)を得,ま た 〆9一メ ル カ プ ト
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エ タ ノ ール を 働 か せ て 得 た21をhemisu㏄inoy1化 後,脱THP化 し て4一(2-hemisuccinoy董bxy一
ethyl亀hidめortiso1(22)を製 し た 。
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ステ ロイ ドーたん 白結合体 の調製
ステ ロイ ドホル モ ンの ハプテ ン化 には,合 成上の容易 さか らカル ボキシル基の導入が広 く行なわ
れ る。従来,ハ プテ ンのカル ボキ シル基 とキ ャリアーたん 白の ア ミノ基 との縮含 には,混 合 酸無水
物法並 びにカル ボジイ ミド法 が用 い られて いる。特異性 に優れ る抗血清の調製 には,免 疫に用い る
ハプテ ンーたん 白結合体 に変性 したハプテ ンの含 まれないことが大切で あ り,そ のため両者の縮合
にはでき るだ け緩和 な条件 が望 まれ る。 そこで活性 中間体の分離精製が 可能なN-hydrOXysuccir
imideを用 い る活性 エステル法 の適用 を企 てた。
まず,95%ジ オキサ ン中1-ethyl-3一(3-dimethyiaminopropy1)carbo磁皿ide・HCIの存
在下,ス テ ロイ ドカル ボ ン酸 とN-hydroxysuccinimideを結合 させ,50-80%の 収率で活性
エステル(23幽30♪ を合 成 した。ついで,17-0-hemisuccinoyltestosteroneN-succini血idyl
esもer⑫4)について リン酸緩衝 液(pH7.4)一 有機溶媒(ピ リジ ン,ジ オキサ ン,DMF)系 で
BSAとの反応を検討 した ところ,い ずれの系で も十分な反応性 がみ られ,ま た優れた再現性 が得 ら
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れた。.さらに有機溶媒 と して ピ リジ ンを用 い活性 エステル(23,24,27,30)に ついて検討 した
ところ,ハ プテ ン/BSAの 反 応モル比60にお いて結合比22-33と,混 合酸無水 物法 に匹敵す る
結果が得 られ,本 法 の有用性 が実証 され た。 また,本 法は反応モル比 の小 さい場合 も結合 比を制 御
で き,EIAにおけ る酵素標識抗原 の調製 に適 していることが判 った。
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テス トステ ロンの ラジオイムノア ッセイ
テス トステ ロンは代表的な ア ン ドロゲ ンで あ り,男 性 においては性 腺の,ま た女性 では副腎の機
能 を知 るうえに重要 な指標 とされ,そ の測定.には現在.RIAが 広 く用 い られてい る。 テ ス トステ ロ
ンにつ いて は,ス テ ロイ ド核上の異な る位置をキ ャリア ーとの結合部位 とす るハプテ ンが数多 く開
発 され,そ れ らを用 いて得た抗血清の特異性 が検討 されてい る。 これ ら抗血清 と{C-4〕 ハプテ
ンを用 いて得 られ る抗血清の特異性 を比較す るため,テ ス トズテ ロンのRIAを 企 てた。
抗血清は,前 述の4-hemisuccinoyloxytestosterone(7),4-hemiglutaroyloxytestosterone
(9)とBSAの結合体を,completeFreund智.adjuマantと共 に家兎背部皮下 に投与 し,約6カ 月後
に得 た。RIAは,標 識抗原 に 〔1,2,6,7-3H〕」testosteroneを,B/F分離にデキ ス トラ ン炭
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末法を用eた 。至適希釈抗血清 を用 いて作成 した検量線 は.,.21-832pgの範 囲で良好 な直線性を
示 した。 また抗血清.の特異性 を近縁 ステ ロイ ド25種 との交 差.反応性試 験.によ り検討 したところ,
Table.1に示す結果 が得 られた。 この成績 は,4位 近傍 の3位,6位,7位 にブ リッジを もつハ プ
テ ンよ り得 た抗血清 の特異性 と比 べて遜色 な く,し か も4位 は生体 内で水酸化を受 けないことを考
え合わせ る と,〔C-4〕 ハ プテ ンは他 よ りも優 れてい ると結論 され る。
Table1.PerCentCross-ReactionofAntiseraraisedagainstTestosterone-4BSA
ConjugateswithSelectedSteroids
Steroid
Testosterone
5a-Dihydrotestosterone.
5β卜Dihy(準rotestosterone
5α7Androstane-3!タ,17〆9-d三〇1
5α一Androstane-3α,17β一diol
5β 一And…tan・.一解,17β 頑 ・1
5β 述 ・d・stan・一3α,17βdi・1
5-Androstene一.3メ9,17メ9-diol
4-Androstene-3〆9,17メ9-diol
4-Androstene-3α,17〆9-diol
Androstenedione
Epitestosterone
Dehydroepiandrosterone
Androsterone
3R-Hydroxy-5a-androstan-17-one
Androstanedione
19-Nortestosterone
Estradiol
Estrone
Estriol
Progesterone
5cx-Pregnane-3,20-dione
Deoxycorticosterone
Cortisol
Cortisone
Cholesterol
4-Sa)
100
64
9.8
4.5
7.8
1.3
Z.3
1.9
13
3.8
1.0
0.093
0.038
1ユ
1.4
5.9
13
0.oi7
0.001
0.ooi
O.038
0.055
0.013
<o.ool
o.ooi
o.ool
%Cross-reactivityC50ｰo)
4-G
100
62
8.0
2.6
5.1
0.95
1.3
.0.49
8.1
3.2
2.6
0.ユ6
0.os2
0.17
0.27
1.3
6.3
0.003
0.ooi
<o.ooi
O.002
0.oos
O.003
Co.ooi
o.ool
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.コルチゾールの ラジオイムノア ッセイ
コルチゾールは重要 な副 腎皮質 ホルモ ンで あり,そ の消長は下 垂体 一副腎系機能 を鋭敏 に反 映す
る。 しか し,化 学 的に不安定 なジ ヒ ドロキシアセ トン側鎖を有す るため変 換が比較 的困難 で あり,
今 日までに報告 されている コル チゾール のハ プテ ンは,固 有の官能 基を備えた3位,21位 並 びに生
体内で水 酸化を受 け る6位 を ブ リッジの導入 に利用 してお り,い ずれ も適切 な ものとはいい難 い。
そこで,コ ルチゾール 〔C-4〕 ハ プテ ンを用いて抗血清を調製 し,そ のRIAに おけ る特異性を
検討す ることとした。
抗血清 は,前 述 の4-hemisuccinoyloxycortiso1(18),,4-carboxymethylthiocortisol(19),
4一(2-carboxyethylthio)c{∬tisol(20)並.びに4一(2-hemisuccinoylgxyethylthio沁ortisd22)
のBSA結 合体 を家 兎に投与 して,約6カ 月後 に得 た。RIAは,標 識抗 原に 〔1,2,6,7,一・a}{〕一
cortisolを,B/F分離 にデキス トラ ン炭末法を用いた。至適希釈抗血清 を用いて作成 した検量線
は,20-1000pgの範 囲で良好 な直線性を示 した。ついで交差 反応性 を近縁 ステ ロイ ド15種にっい
て検討 した(Tahle2)が,4-CMT-2,4-HST-2を 除 く抗血清6種 は,い ず れ も特異性
が高 く,側 鎖構造,11/9水酸基及び△4-3一 ケ ト構造の識別 に優 れ ることが判 明 した。
Table2PerCentCross-ReactionofAntiseraraisedagainstCortisol-4-BSA
ConjugateswithSelectedSteroids
Steroid
Cortisol
11-Deoxycortisol
Corticosterone
21-Deoxycortisol
Cortisone
17a-Hydroxyprogesterone
11-Deoxycorticosterone
Progesterone
6β 一Hydroxycortisol
Tetrahydrocortisol
Tetrahydrocortisone
yy
5a-Dihydrocortisol
5メ9-Dihydrocortisol
20rx-Dihydrocortisol
20,0-Dihydrocortisol
%Cross-reactivity(50%).
←HS.tρ4郡 身4{M畦 κMT魂 期 胴4-CE麗 妊ST→4.田T・2
100
25
19
10
19
13
8.0
1.7
ユ.7
<o.ooi
<o.ooz
Tetrahdro-11-deoxcortiso}〈0.001
21
5.3
9.7
i.i
100
7.8
18
5.0
0.4
0.3
1.3
0ご7
0s
O.5
100
18
1.6
4.0
9.4
0.9
<o.ooi
100
33
2.1
1.6
130
0.3
0.4
<o.ooi<o.ool
6.4 5。4
<o.ooi<o.ooi
<o.ooa<o.ooi<o.ooi
<o.ooi<o.ooi<o.ooi
8.15356
8.9Z38.5
3.4<0.001GO.001
1.7<0.001<0.001
100
25
11
29
0.a
7.5
3.2
0.4
0。7
100
8.2
1.9
23
3.6
1.4
0.a
100
18
6.5
3.3
3.2
0.5
1.3
<o.om<o.ooi
0.6 2.2
<o. oi<o.ooi<o.ool
<o.o i<o. o <o.om
<o.o i<o. o <o.ooi
294638
8.47.56.8
0 i<o.ooi<o.ooi
O 5× .001×0.001
100
49
1.2
1.9
880
6.3
6.9
< .ooi
40
Go.ooi
<o.ooi
<o.ooi
320
64
1.7
<o.ool
a)Abbreviationsforantisera:4-HS=anti-4-hemisuccinoyloxycortisol-BSA,
4-CMT=anti-4一(cabo$ymethylthio)cortisol-BSA,4-CET=anti-4一(2-carb-
oxyethylthjo)cortisol-BSA,and4-HST=anti-4-f2-henisuccinoyloxyethylthio1-
cortisol-BSA
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しか し,交 差反 応性試験 で認 め られる特異性 は,実 際試料 に適用す る とき必ず しもそれ と一致 し
ない。 それ ゆえ,ヒ ト血漿並 びに尿試料を対象 に種 々の条件で前処理 し,得 られ るコル チゾール値
の比較 か ら特異性を評価す ることを試み た。 また,3位 並 びに21位を結合部位 と して得た抗血清 と
の比較 も併せて行 なった。す なわ ち,試 料の前処理 に血漿 は塩化 メチ レン抽 出,エ タノール除 たん
白及 び加熱の3方 法を用い たが,ほ とん どの抗血清が これ ら前処理のみで,良 好 な結果を与 え た。
一方 ,尿 中 コルチ ゾータのRIAは常成分の影響を受 け易 く,さ らに特異性の高い抗血清が必要 とさ
れ る。尿試料の調製 には,エ ーテル,酢 酸 エチル,塩 化 メチ レンによる 抽出法を用い たが,4-CET
-1,2では抽出溶媒 によ る変動が少な く,か つ測定値 も小 さ く,特 異性 に優れ ることが判明.した。
これ らを用いてRIAに よ り健常 男子 の尿中 コル チゾールを測定 したところ,従 来の報告 にほぼ一
致す る成績 が得 られた。
以上の結果,抗4一(2-carboxyethylthiδoortisol抗血清は特異性 に優れ,尿 中 コルチゾ 」ール
のRIAに おいて クロマ トグラフィー等の精製を省略 し得 ることが判 明 した。
ハ プテ ンとたん白の結合法 として検 討 したN-Su㏄inimidylester法は,BSAの ア ミノ基 との
反 応性 が混合 酸無水物法 に匹敵 し,か つ結合 量の制御 も可能 で あり,EIAに好適 な手法 であ ること
が明 らかにな った。 また今 回得 られた抗 〔C-4〕 ハプテ ン抗血 清は,テ ス トステ ロンにつ いては
3位,6位,7位 にブ リッジを もつハプテ ンを用いて得 た抗血清 とほぼ同程 度の特異性 を有す るこ
とが,一 方 コルチゾールにっいては交差 反応性 試験 並びに生体試 料の測定結果 か ら,特 異性 に優 れ
ることが判 明 した。 因にHosodaらは,テ ス トステ ロン並びに コルチゾールについて 〔C-4〕 ハ
プテ ンが優 れたEIA系を組 み立 て るうえに有用 な ことを実証 してい る。
△4-3一ケ トステロイ ドの 〔C-4〕 ハプテ ンは,特 異憐 の高 い抗体産生 に有利 であり,また1251-
RIA並びにEIAの 開発 に も有用で あると考 え られる。
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審 査 結 果 の 要 旨
抗原抗体 反応を 原理 とす るイムノア ッセイは,生 体試料中超微量成分の測定 に有利な方法で あり,
信頼 度の高 い結果 を得 るため,特 異性 に優れた抗血清の調製が もとめ られ る。低分子化合 物はそれ
自身,免 疫 原性を もたないため抗体の産生 には,高 分子 キ ャリア ーを共有結合 させたconjugateが
用い られる。 このとき抗血清の特異性を決定す る因子 と して,キ ャリアーを結合 させ るステ ロイ ド
核上 の位置,ブ リッジの長 さな どが考え られ る。一方,△4-3一 ケ トステロイ ドは,重 要 な生理作
用を示す ものが多 く,信 頼度の高い イムノア ッセ ィ系の確立が望 まれてい る。本研究は,キ ャリア
ーの結合部位 と して立体化学的 に特異 な4位 に着 目 し,N一 ヒ ドロキシスクシ ンイ ミ ドを用い る活
性 エステル法 によ りテス トステ ロン並 びに コル チゾー～レの 〔C-4〕 一BSAco両ugateを合 成す る
と共 に,こ れ らで調製 した抗血清の特異性を ラジオイムノア ッセイ(RIA)に より検討 した もので
ある。
まず,テ ス トステロ ンの4位 への ブ リッジ導入 には,4,5一 エポキ シ ドの硫酸並びにメルカプ ト
ヵル ボ ン酸 による環開裂反 応を利用 して,そ れぞれ4一 ヒ ドロキ シ体,4一 チオエーテル体 を得,さ
らに前者を ヘ ミスクシネー ト,ヘ ミグル タ レー トに誘 導 した。 コルチゾールにっいて も,不 安定 な
側鎖を保護 したの ち,エ ポキ シ ドの環關裂反応 によ り前述同様 〔C-4〕 ハプテ ンを合成 した。つ
いで活性中間体 の分離精製が 可能 なN一 ヒ ドロキシスクシンイ ミ ドを用い る活性 エ ステル法 の適用
を検討 し,BSAco可ugateを高い再現性 で得 る条件 を確立 した。
〔C-4〕一BSAoonlugateをウサギに免疫 して得 られた抗 テス トステ ロン抗血清 の特異性 を,
RIAにおける近縁化合 物 との交 差反応性 試験によ り検討 した結果,4位 近傍 の位置 にブ リッジを も
つハ プテ ンによって得 られ る抗 血清 に比 べ遜色 ない ことが明 らか とな った。一方,コ ルチゾール に 、
ついて も,、同様特異性 の高い抗 血清 が得 られ,い ずれ も側鎖構造,11〆9水酸 基および△4-3一 ケ
ト構造の識別 に優 れ ることが判 明 した。
ついで,こ れ ら抗 コル チゾ ール抗血清を実際試料 に適用す ることを試み,血 漿 試料の前処理 に塩
化 メチ レン抽 出,エ タノール除たん白および加熱の3方 法を用いた。 また,尿 試料 について も抽 出
に3種 の溶媒を使用 し,測 定値 か ら特異性 に優れ ることが実証 された。
以上,本 論文は,△4-3一 ケ トステ ロイ ドのハプテ ン化に,特 異 な4位 を利用す る方法 を開発す
ると共 に,再 現性 に優れ るBSAconjugateの調 製珠 を確立 し,特 異性 の高い抗血清 を得 て,実 際
試料 に適用 し得 ることを示 した もので あり,学 位論文 と して価値 ある内容 と認め る。
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